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摘要 : 碳水 化 合 物 对 昆虫 的 能 量 代谢 和 物质 合成 具有 重要 的 作用 。 本 研究 选用 2 种 一 般 性 生物 碱 ( 氧 湿 酸 东 黄 雁 碱 
和 烟 碱 ) 以 及 2 种 B- 葡 移 糖 车 类 化 合 物 (七 叶 录 和 皂 角 芽 ), 人 研究 其 在 不 同 浓度 下 对 棉铃 忠 Helicoverpa armigera 
( Hübner) 幼虫 体内 海藻 糖 酶 活性 及 相关 碳水 化 合 物 代谢 的 影响 。 结 果 表 明 : 用 饲 喂 法 处 理 3 龄 幼虫 96 h i, BAË 
对 棉铃 虫 幼 忠 的 活体 抑制 效果 明显 , 且 随 添加 物 浓度 增高 , 棉铃 虫 死亡 率 上 升 , 10, 20, 40 g 拭 浓度 下 棉铃 虫 的 均 重 
分 别 是 0.194, 0.089 和 0.034 g, 分 别 为 对 照 的 86.99% , 39.91% FI 15. 2496 。 对 海藻 糖 酶 活性 及 其 相关 代谢 酶 的 测 
结果 表明 , 2 种 并 类 化 合 物 显 著 抑 制 中 肠 海藻 糖 酶 活性 , 饲 喂 40 g/L 时 角 苷 的 试 虫 中 肠 海棠 糖 酶 比 活力 仅 是 对 照 
组 的 54.21% ; JIR 30 g/L 七 叶 灵 的 试 虫 中 肠 海 藻 糖 酶 比 活力 为 对 照 组 的 83.73% 。 而 2 种 生物 碱 类 化 合 物 显著 抑 
制 血 淋巴 和 脂肪 体 中 海藻 糖 酶 活性 , 20 g/L 氧 省 酸 东 其 营 碱 对 棉铃 忠 血 淋巴 和 脂肪 体 组 织 的 海藻 糖 酶 活性 抑制 率 分 
别 为 7.24% 和 71.43% ; 而 20 g/L 烟 碱 对 试 虫 血 淋 巴 和 脂肪 体 组 织 的 海藻 糖 酶 活性 抑制 率 为 26.29% 和 33.44%。 用 
AUR BR ZK REIR 姻 碱 和 七 叶 灵 处 理 试 虫 后 ， 血 淋 巴 海藻 糖 含量 都 有 所 增高 。4 种 化 合 物 能 够 导致 试 虫 糖 原 磷酸 化 
酶 活性 变化 , 其 中 , 皂 角 茶 在 中 肠 和 脂肪 体 表现 为 显著 抑制 作用 , 而 随 外 源 化 合 物 浓度 变化 , 糖 原 含量 和 糖 原 磷酸 
化 酶 活性 表现 为 此 消 彼 长 关系 。 饲 喂 4 种 植物 源 化 合 物 的 试 忠 血 淋 巴 中 葡萄 糖 浓 度 变化 和 其 海藻 糖 变 化 一 致 。 本 
研究 证 明 B- 葡 萄 糖苷 类 化 合 物 是 海藻 糖 酶 抑制 剂 ,在 作为 匈 导 化 合 物 进 行 农 药 创 制 开 发 方面 具有 重要 意义 。 
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Trehalase activity and carbohydrate content of the cotton bollworm, 
Helicoverpa armigera ( Hübner) (Lepidoptera. Noctuidae) in response to 


several botanical compounds 
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(1. School of Chemical and Environmental Engineering, China University of Mining and Technology 
(Beijing) , Beijing 100083, China; 2. Institute for the Control of Agrochemicals, Ministry of Agriculture, 
Beijing 100125, China) 

Abstract: In insects, carbohydrates play an important role in both energy metabolism and material 
synthesis. The main purpose of the present study is to evaluate the effects of four compounds ( scopolamine 
hydrobromide, nicotine, esculin and saponin) on trehalase activity and content of related carbohydrates in 
larvae of the cotton bollworm, Helicoverpa armigera ( Hübner). The results showed that at 96 h after 
treatment in larvae with saponin, the larval growth was significantly inhibited, and the mortality was 
enhanced with the increasing saponin concentration. At the dosages of 10, 20, 40 g/L saponin, the mean 
weights of larvae were 0. 194, 0. 089 and 0.034 g, being 86.99% , 39.9196 and 15.2496 of the control, 
respectively. According to the determined trelalase activity as well as the activities of related metabolic 
enzymes, p-glucosides significantly inhibited the trehalase activity in the midgut while alkaloid inhibited the 
trehalase activity in the haemolymph and fat body obviously. Trehalase activity in the midgut was about 
54.2196 of the control at 96 h after the larvae were exposed to saponin at the dose of 40 g/L, while 
83.7396 of the control after the larvae were exposed to esculin at the dose of 30 g/L. Trelalase activities in 
both the hemolymph and fat body were 7. 2496 and 71.43% of the control, respectively, at 96 h after the 
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larvae were exposed to scopolamine hydrobromide at the dose of 20 g/L, while 26. 29% and 33. 4496 of the 
control after the larvae were exposed to nicotine at the dose of 20 g/L. Trehalose activity in the hemolymph 
was all increased by scopolamine hydrobromide, nicotine and esculin. All the four compounds affected the 
activity of glycogen phosphorylase. Saponin inhibited significantly the activity of glycogen phosphorylase in 
the midgut and fat body. The glycogen level changed consequently in contrast to the activity of glycogen 
phosphorylase with the increasing of compound concentration. When the larvae fed with botanical 
compounds, the change of glucose content in the hemolymph was consistent with that of trehalose content, 
and glycogen content in fat body was all declined to some extent. The results proved that B-glucosides could 
inhibit the trelalase activity, and this may have reference value in developing new pesticide compounds. 
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碳水 化 合 物 对 昆虫 的 能 量 和 物质 代谢 具有 重要 植物 源 化 合 物 对 于 昆虫 能 量 代 谢 的 影 啊 。 


的 作用 。 在 昆虫 体内 碳水 化 合 物 主要 以 糖 原 、 海 江 
糖 和 和 莘 萄 糖 3 种 形式 存在 (Meyer-Fernandes et al., 
2001 ) 。 海 营 糖 是 昆虫 体内 最 主要 的 糖 类 ， 占 整个 
血 淋 巴 中 糖 类 的 8096 - 9096 , JP HEER iA T Ex 
占 到 了 整个 碳水 化 合 物 的 20% (于 彩虹 等 , 2008), 
昆虫 体内 海藻 糖 可 以 由 海藻 粮 酶 特异 地 水 解 成 两 分 
CIA UE, 葡萄糖 进一步 通过 糖 酵 解 途径 及 三 凑 酸 
循环 氧化 分 解 , 从 而 为 昆虫 活动 代谢 提供 能 量 。 任 
何 海 获 糖 酶 活性 的 变化 都 会 导致 昆虫 代谢 出 现 问 
题 。 有 研究 发 现 , 通过 注射 海棠 糖 酶 抑制 剂 到 昆虫 
体内 ,可 以 引 超 昆虫 死亡 或 影响 其 发 育 和 运动 
(Takahashi, 1968; Wegener et al., 2003) 。 特 别 需 要 
注意 的 是 , 虽然 海 汇 糖 在 低 等 生物 有 机 体能 量 代 谢 
过 程 中 具有 重要 作用 , 但 是 在 哺乳 动物 血液 里 并 不 
含有 海藻 糖 (Van Beers et al., 1995; Zagrobelny et 
al., 2004) ,这 就 为 开发 对 人 类 健康 相对 安全 的 新 
型 农药 提供 了 可 能 训 标 。 

海藻 糖 酶 抑制 剂 以 昆虫 体内 海藻 糖 酶 为 靶 标 ， 
通过 抑制 海 滞 糖 酶 活性 进而 阻 断 海 落 糖 水解 为 葡萄 
糖 的 途径 , 使 昆虫 能 量 代 谢 受 阻 ， 导 致 昆 虫 因 能 量 
供应 遭 到 破坏 而 死亡 。Silva 等 (2006 ) 发 现 同 以 往 
研究 的 大 多 数 抑 制剂 结构 差异 较 大 的 植物 苷 类 化 合 
物 对 昆虫 海 深 糖 酶 具 抑 制作 用 。 由 于 具有 杀 虫 活性 
的 植物 源 化 合 物 在 环境 中 易 降 解 、 作 用 方式 独特 、 
对 有 益生 物 安全 、 不 易 产 生 抗 药性 , 符合 人 们 对 理 
想 农药 的 要 求 (Symington et al., 1999) 。 但 是 关于 
海 党 糖 酶 抑制 剂 对 昆虫 体内 碳水 化 合 物 及 其 代谢 酶 
影响 的 研究 其 少 。 本 人 研究 选用 2 种 植物 源 p- 
糖苷 类 化 合 物 七 叶 灵 和 时 角 苷 ， 以 一 般 性 植物 源 生 
HRK REE RAAR SKERA, 采用 饲 
IR EAER-TY gs Helicoverpa armigera ( Hübner) 3 
龄 幼虫 , 通过 测定 幼虫 中 肠 、 血 淋巴 及 脂肪 体 组 织 
中 海藻 糖 酶 及 相关 碳水 化 合 物 含量 变化 ， 比 较 几 种 


1 材料 和 方法 


1.1 试 虫 饲养 及 处 理 

Tür H. armigera 3 龄 幼虫 由 农业 部 农药 检 
定 所 环境 室 人 工 饲 养 , 培养 温度 25 -28'C, beu 
BE 50% ~70% , 光 周 期 14L:10D。 

不 同 浓 度 梯度 的 植物 源 化 合 物 ( 毛 溴 酸 东 其 宪 
碱 添 加 浓度 分 别 为 5, 10 和 20 g/L; 烟 碱 添加 浓度 
分 别 为 10, 20 和 40 g/L; 七 叶 灵 添加 浓度 分 别 为 
5, 15 和 30 g/L; 皂 角 苷 添加 浓度 分 别 为 10, 20 和 
40 g/L) 以 饲 喂 的 方法 添加 到 棉铃 虫 饲 料 中 ， 抑 制 
剂 与 饲料 的 比例 为 1:9。 和 氧 溴 酸 东 葛 戎 碱 和 烟 碱 分 
别 溶 于 双 蒸 水 中 , 双 蒸 水 + 饲料 ( 配 比 为 1:9) 作 第 
1 组 对 照 (CK1) ; 七 叶 灵 和 时 角 苷 分 别 溶 于 14. 2996 
丙酮 溶液 中 ,14. 29% 丙酮 溶液 + 饲料 ( 配 比 为 1:9) 
作 第 2 组 对 照 (CK2 ) 。 取 人 工 饲 养 条 件 下 正常 生长 
的 3 龄 棉铃 虫 幼 虫 , 分 别 饲 暇 试验 组 饲料 和 对 照 组 
人 饲料, 用 24 和 孔 板 每 孔 1 头 棍 铃 虫 在 人 工 智能 气候 
培养 箱 中 培养 96 h( 培 养 温 度 25 ~ 28% ， 相 对 湿度 
5096-7096 ,， 光 周期 14L:10D) 。 每 个 处 理 24 头 幼 
E, 3 次 重复 。96 h 后 称 量 每 个 处 理 平 板 的 活 虫 总 
E, 计算 平均 体重 及 死亡 率 。 并 对 96 h 活 虫 进 行 组 
织 解 训 , 做 进一步 生化 测定 研究 。 
1.2 试剂 和 仪器 

葡 敬 糖 氧化 酶 试剂 盒 购 自 利 德 曼 公司 ; ARR 
KEER tS. LH X. PER. ERE E ST 
构 酶 和 6-1 P2 EI 26 M bu s PEU EJ. Sigma 公司 ; 烟 碱 
为 农业 部 农药 检定 所 标准 品 , 含量 98% ; 其 余 试剂 
均 为 国产 分 析 纯 。 

人 工 气 候 培 养 箱 购 于 哈尔滨 市 东 联 电子 技术 开 
发 有 限 公 司 ; 3K15 型 离心 机 购 自 Sigma 公司 ; 
MDF-192 型 超低温 冰箱 ( - 85 ) 购 自 Sanyo 公司 ; 
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UV-2550 型 紫外 分 光 光 度 计 购 自 Shimadzu 公司 。 
1.3 ”组 织 样品 制备 

参照 Wegener 4& (2003 ) 和 Silva 等 (2004) 的 
方法 。 
1.3.1 中 上 肠 组 织 的 分 离 : 在 冰 浴 中 , 用 消毒 解剖 
刀 将 幼虫 从 腹部 到 头 部 训 开 , 取出 整个 肠 道 ,去 除 
肠 道内 的 由 玮 食 膜 包 囊 的 食物 , 将 中 肠 部 分 放 到 预 
冷 的 125 mmol/L NaCl 溶液 中 透析 ,去 除 其 中 过 量 
的 蔗糖 , 将 透析 后 的 中 肠 于 滤纸 上 迅 速 吸 干 , 放 和 人 
离心 管 中 备 用 。 
1.3.2 血 淋 巴 的 提取 : 将 每 组 24 3557] R 7G HUS 
水 冲洗 , 后 用 滤纸 吸 干 水 , 在 冰 上 冰冻 15 min, 置 
于 冰 盘 上 固定 。 以 消毒 解剖 刀 在 幼虫 末端 体 节 切 一 
小 口 , 用 移 液 枪 将 血 淋 巴 吸 到 装 有 10 pL 饱和 茶 基 
硫 脲 (5 mmol/L PTU) 的 离心 管 中 , 用 来 防止 血 淋 巴 
氧化 。 血 淋巴 于 4%C 9 000 xg 离心 10 min, 保存 上 
清 液 备用 。 
1.3.3 脂肪 体 的 分 离 : 将 解剖 后 除去 以 上 2 部 分 
后 的 幼虫 , 置 于 冰 盘 上 , 用 消毒 的 解剖 刀 由 头 部 癌 
下 轻 轻 刮 下 体 壁 附着 及 游离 的 白色 脂肪 , 将 其 置 于 
离心 管 中 保 存 竺 用 。 解 训 好 的 血 淋 巴 、 中 肠 和 脂肪 
体 均 保存 在 - 85 C 的 超低温 冰箱 中 竺 用 。 
1.4 碳水 化 合 物 含 量 及 代谢 酶 活性 的 测定 
1.4.1 葡萄 糖 浓度 测定 : 采用 和 葡萄糖 氧 化 酶 -过 氧 
化 物 酶 (GOD-POD ) 偶 联 法 , 用 双 蒸 水 将 血 淋 巴 按 
1:1 比 例 稀 释义 浆 后 , TE 4C, 10 000 xg， 离 心 $ 
min ， 取 上 清 液 为 葡萄 糖 溶 液 。 用 和 葡萄糖 氧化 酶 试 
剂 盒 测 得 葡萄 糖 浓 度 ， 对 照 组 用 双 莹 水 替代 酶 液 。 
每 处 理 3 次 重复 。 
1.4.2. 糖 原 含量 测定 : 参照 Carroll 等 (1955 ) 的 方 
法 , 将 供 试 的 幼虫 组 织 于 预 冷 的 玻璃 勺 奖 需 中 , 加 
4 倍 体积 的 10% 三 氧 乙酸 缓冲 液 , TEUKIR n 532 
匀 浆 液 置 于 冰箱 中 (4 - 570 ) 静 置 过 夜 , 4%C 1200 x 
g 离心 15 min, 取 1 mL 上 清 液 溶 于 2 mL 95% 乙醇 
中 , 4% 1200 xg 离心 20 min。 去 除 上 清 液 , KA 
心 管 倒置 30 min, H 50 uL XXGSZKTR RE B3 LYLE 
物 , 并 进行 一 定 倍数 的 稀释 ， 以 此 作为 整体 的 糖 原 
制备 物 。 取 糖 原 制备 物 10 pL REMER, 在 紫外 
分 光 光 度 计 620 nm 波长 下 测定 OD 值 , 根据 标准 曲 
线 求 糖 原 含量 。 每 处 理 3 次 重复 。 
1.4.3. 糖 原 磷酸 化 酶 a 型 活性 的 测定 : 参照 昌 顺 
霖 等 (1994 ) 的 方法 , 将 供 试 的 幼虫 组 织 于 预 冷 的 玻 
璃 匀 浆 器 中 , 加 3 倍 体积 的 10 mmol/L Tris-HCI 提 
取 组 冲 浴 液 ( 含 S mmol/L g-Sidt 4, EZ, pH 7.0) 5J 


3€, 4C, 15 000 xg 离心 15 min, KERMAA o 
25C F, 取 1mEL 反 应 混合 物 (0.0$ mmol/L EB Zh 
缓冲 液 pH 7.0, 内 含 1.0 mg 糖 原 ，0. 36 pmol/L 
NADP',0.5 U ŠERE ANE REMIS, 0.5 U 6-ESIRA 18] 
dm, 25 pmol/L MgCL , 0.6 pmol/L EDTA 
和 0. 45 pmol/L B- 琉 其 乙醇 ) 与 250 pL 酶 液 立 即 混 
5], 用 紫外 分 光 光 度 计 在 340 nm 处 每 隔 6 s 计数 10 
min， 记 录 OD 值 。 对 照 组 以 250 uL 提取 缓冲 液 代 
Eo NADPH 的 摩尔 消光 系数 在 340 nm 处 为 
6.22 x10” mol/(L * em) 。 每 处 理 3 次 重复 。 
1.4.4 海藻 糖 含 量 测定 : 参照 钟 国 华 等 (2000 ) 和 
Dong 等 (2007 ) 的 方法 , 将 供 试 的 幼虫 组 织 于 预 冷 
H93835 5] 7f qe P, 加 3 们 体积 的 0.5 mol/L ZAZ 
RJK, 4C, 4 000 xg 离心 10 min， 取 上 清 液 为 海 
HRA. HCO.2 mL ERRARE, TE 
紫外 分 光 光 度 计 630 nm 波长 下 测定 OD 值 , 根据 制 
作 的 标准 曲线 求 海 党 糖 含 量 。 每 处 理 3 次 重复 。 
1.4.5 海藻 糖 酶 活性 测定 : 参照 Silva 等 (2006 ) 方 
法 , 将 供 试 的 幼虫 组 织 于 预 冷 的 玻璃 勺 浆 顺 中 , 加 
3 倍 体积 0.025 mol/L RR- SUIT Es B 9 2 UPC 
(pH 6.0) 5]J3£ , 4?C , 12 000 x g 离心 30 min, 取 上 清 
液 为 酶 液 。300 uL 酶 液 和 500 uL JE (7. mmol/L 海 
BR 60 umol/L MnCl, )30% ,反应 15 min, 沸水 
1& 5 min 终止 反应 。4% , 8 700 x g 离心 15 min, 取 
EARS EAA, 用 葡萄 糖 氧化 酶 试剂 盒 测 是 
葡萄 糖 的 生成 量 。 每 处 理 3 次 重复 。 
1.4.6 £F iE: 和 蛋白质 含量 的 测定 采用 
考 马 斯 腕 蓝 染 料 法 (Bradford, 1976), 用 牛 血清 日 
和 集 日 作为 标准 来 测定 , 紫外 用 分 光 光 度 计 在 595 nm 
处 读 取 OD 值 。 每 处 理 3 次 重复 。 
1.5 数据 统计 与 分 析 

对 于 加 入 各 浓度 不 同 植物 源 化 合 物 后 棉铃 虫 幼 
虫 体重 、 各 组 织 海藻 糖 酶 和 糖 原 磷 酸化 酶 比 活力 及 
海藻 糖 , 糖 原 和 葡萄 糖 合 量变 化 , 均 以 处 理 与 无 处 
理 对 照 间 采用 双 样 本 i- 检验 进行 差异 显著 性 检验 
(SPSS 12. 0 统计 软件 ) 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 不 同 植物 源 化 合 物 对 棉铃 虫 幼 虫 生长 的 抑制 
ARERR REAG), WAY) 
和 B- AREG HE E (P) AEH CZ) 对 
幼虫 生长 的 抑制 如 表 1 和 图 1。 这 4 种 不 同 的 植物 源 
化 合 物 对 棉铃 虫 幼虫 部 有 不 同 程度 的 抑制 。 其 中 电 
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HAPË), EIR CP) 和 烟 碱 (Y) 对 棉铃 虫 幼 虫 有 较 
明显 的 抑制 , 并 且 这 种 抑制 效果 随 浓 度 增 加 而 增强 。 

随 着 皂 角 苷 浓度 的 增加 , 棉铃 虫 死 亡 率 逐 渐 上 
升 (图 1), W 10 g/L 和 20 g/L BAFER RA 
均 重 分 别 是 0.194 g 和 0.089 g, 分 别 为 对 照 组 (CK2 ) 
的 86. 99% 和 39.91% 。 人 饲 喂 高 浓度 (40 g/L) 2f Ë 
的 幼虫 均 重 为 0.034 g, 是 对 照 组 的 15.24% ,其 对 
棉铃 虫 的 致死 率 是 98.71% 。 七 叶 灵 、 氧 省 酸 东 其 
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蔡 碱 和 烟 碱 对 试 虫 的 致死 率 虽 然 不 显著 , 但 是 其 均 
重 和 对 照 组 比 均 有 明显 下 降 : 饲 喂 高 浓度 七 叶 灵 
(30 g/L). WIRK Rr UR (20 g/L) 和 烟 碱 (40 g/L) 
时 , AE ESIR gi IR B 29g 9 4 Xie 0. 133, 0. 224 和 
0.088 g, 分 别 为 对 照 组 均 重 的 59.6406 , 79. 1596 和 
31.09% 。 随 着 添加 物 浓度 的 增加 ， 饲 喂 七 时 灵 和 
烟 碱 的 试 虫 均 重 呈 下 降 趋 势 。 


表 1 饲 喂 不 同 植物 源 化 合 物 96 h 后 棉铃 虫 幼虫 的 死亡 率 
Table 1 Mortality of Helicoverpa armigera larvae at 96 h post feeding different botanical compounds 





药剂 浓度 (g/L) 死亡 率 (%) 
Reagent Concentration Mortality 
TARRAK Res 
Scopolamine 10 2.77 +0.22 
hydrobromide 20 4.56 +0.31 
10 5.19 +2.09 
烟 碱 
Nicotine 20 6.34 x2.37 
40 7.31 +2.13 
XURK (CK1) 1 
ddH, O " 
0.35, " Xj RH Control w 浓度 I Concentration I 
ak I Concentration I & 浓度 有 Concentration I 
0.3 
0.25 
Š 
ey 02 
E 
iv 8 0.15 
= 
0.1 
0.05 
0 G Y P Z 
药剂 Reagent 


图 1 人 饲 喂 不 同 植物 源 化 合 物 96 h 后 的 棉铃 虫 幼 虫 均 重 
Fig. 1 Mean weight of Helicoverpa armigera larvae at 96 h 
post feeding different botanical compounds 

G: TORMA E EH Scopolamine hydrobromide; Y: 烟 碱 Nicotine; P: 
EHR Esculin; Z: ff ff Saponins G A Y 2 XRH Jy UK 
(CK1), P $0 Z 2 ZEXT RHN 14.29% 丙酮 溶液 (CK2); 浓度 [, I, M: 
按 浓度 递增 的 顺序 , 分 别 为 G: 5, 10, 20 g/L; Y: 10, 20, 40 g/L; 
P: 5, 15, 30 g/L; Z: 10, 20, 40 g/L. Control of G and Y was ddH, O 
( CK1) , while control of P and Z was 14.29% acetone solution ( CK2 ) . 
Concentrations [| , I| and [l| were 5, 10 and 20 g/L of G, 10, 20 and 
40 g/L of Y, 5, 15 and 30 g/L of P, 10, 20 and 40 g/L of Z, 
respectively. " : 化 合 物 处 理 与 对 照 之 间 在 0.05 水 平 上 差异 显著 (it- 
检验 ) Significant difference between the treatment and control at the 
0.05 level (t-test); ”: 化 合 物 处 理 与 对 照 之 间 在 0.01 水 平 上 差异 
显著 (t- 检 验 )Significant difference between the treatment and control at 
the 0.01 level (t-test). 图 2~4 同 The same for Figs. 2 —4. 


药剂 浓度 (g/L) 死亡 率 (% ) 
Reagent Concentration Mortality 
5 0 
七 叶 灵 
Esculin 15 0 
30 0 
10 37.50 x 5.89 
di E 
Saponin 20 69.44 x 6.36 
40 98.71 +2.18 
Fl ze 3 CK2 
内 本 溶液 ( ) 0.42 +0.24 


Acetone solution 


2.2 棉铃 虫 中 肠 组 织 海 尝 糖 酶 活性 及 相关 代谢 物 
变化 

2 种 植物 源 B- 葡 萄 糖苷 类 化 合 物 显 车 抑制 中 上 肠 
海藻 糖 酶 活性 (图 2: A)。 在 高 浓度 (40 g/L) Ef 
苷 作用 下 ,中 上 肠 海藻 糖 酶 比 活力 [0.090 pmol/ (min 

mg pro) | 是 对 照 组 [0. 166 jumol/ ( min * mg pro) | 
HJ 54.2196 ; 在 高 浓度 (30 g/L) 七 叶 灵 作用 下 , 中 
肠 海 深 糖 酶 比 活力 [0. 139 pmol/(min*， mg pro) ] 2j 
对 照 组 的 83.73% 。2 种 生物 碱 类 化 合 物 对 中 肠 藻 
糖 酶 比 活力 抑制 不 显著 ,其 中 烟 碱 对 中 肠 海 党 糖 酶 
活性 表现 为 促进 作用 , 随 着 烟 碱 浓度 的 增加 , 海藻 
糖 酶 比 活力 增高 。 但 是 4 种 化 合 物 一 定 程度 促进 相 
应 的 中 肠 组 织 中 海藻 糖 的 积累 。 随 着 添加 物 浓度 的 
提高 , 饲 喂 生物 碱 的 试 虫 中 肠 组 织 海 比 糖 合 量 增 
加 , 饲 喂 植物 源 B- 艾 萄 糖 车 类 化 合 物 试 虫 中 肠 组 织 
海江 粮 合 量 降低 (图 2: B). 

Ta] RS 2 种 生物 碱 的 试 虫 中 肠 糖 原 磺 酸 化 酶 活性 
高 于 对 照 , 但 酶 比 活 力 随 着 添加 物 浓度 的 提高 而 降 
R, 最 高 浓度 下 与 对 照 差 异 不 显著 ; 而 饲 喂 2 种 车 
类 化 合 物 的 试 虫 中 肠 糖 原 磅 酸化 酶 活性 在 中 、 高 浓 
度 显 著 低 于 对 照 (图 2: C). 4 种 外 源 化 合 物 对 于 
中 肠 糖 原 的 影响 作用 未 见 明显 规律 (图 2: D)o 
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^ 海藻 糖 酶 活性 [jmol/(min - mg pro)] 
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药剂 Reagent 
图 2 饲 喂 不 同 浓度 植物 源 化 合 物 96 h 后 棉铃 虫 幼 虫 中 肠 碳水 化 合 物 代谢 关键 物质 变化 
Fig. 2 Carbohydrate metabolism in the larval midgut of Helicoverpa armigera at 96 h post feeding different botanical compounds 
A: 海藻 糖 酶 活性 Trehalase activity; B: 海藻 糖 含 量 Trehalose level; C: 糖 原 磷 酸化 酶 活性 Glycogen phosphorylase activity; D: 糖 原 含量 Glycogen 


level. 


2.3 ”棉铃 虫 血 淋巴 组 织 海棠 糖 酶 活性 及 相关 代谢 
物 变 化 

如 图 3(A, B), 生物 碱 显著 抑制 血 淋 巴 海藻 糖 
酶 活性 ， 随 添加 物 浓度 的 增高 ,抑制 能 力 增强 。 饲 
V eS AK RE (20 g/L) SUR ER Zi RE BRLER To 78. Yk E 25E 
SOS ETE JJ [4.325 x10 * jumol/ ( min * mg pro) | 
仅 为 对 照 组 [5.971 x10 7 j.mol/ ( min * mg pro) | 的 
7.2496 ; TR] 20 g/L 烟 碱 的 试 虫 血 淋 巴 海 荣 糖 酶 比 
活力 [1.570 x10 * j.mol/ ( min * mg pro) |] 为 对 照 组 
的 26.29% 。B- 葡 萄 糖苷 类 化 合 物 同样 抑制 了 血 淋 
巴 组 织 海藻 酶 比 活力 , 但 是 随 浓度 升 高 ， 对 酶 活 抑 
制作 用 降低 。 对 于 血 淋 巴 海 洛 糖 含量 ， 除 时 角 苷 
外 , 其余 饲 喂 外 源 化 合 物 后 血 淋 巴 海棠 糖 含 量 高 于 
对 照 , 但 随 浓度 升 高 , 海 汇 糖 含量 有 所 下 降 。 血 淋 
巴 艾 萄 糖 和 海藻 糖 变 化 趋势 基本 一 致 (图 3: E), 

Ta] A IS UR. ER RR BR ZR IRR, 其 
他 3 PE I S Buh E. P EUER TEES TE E- 
Jt. 显著 高 于 对 照 ,， 而 糖 原 含量 低 于 对 照 ,， 且 随 外 
源 化 合 物 浓度 增加 而 下 降 ( 图 3: C, D) ring 
高 浓度 (30 g/L) 七 叶 灵 的 试 虫 和 面 淋巴 糖 原 磷酸 化 酶 
活性 [0.073 jumol/ ( min * mg pro) ] 是 对 照 组 [0. 007 
jumol/ ( min * mg pro) ] 的 10.28 倍 ; 饲 喂 高 浓度 (40 


CBE II Concentration Ill 


海藻 糖 含量 (mg/g 组 织 ) 


Trehalose level (mg/g tissue) uw 
O 2 Moo Ro uU O o o 





J 


BR i (g/g 组 织 ) 
Glycogen level (ug/g tissue) 





药剂 Reagent 


g/L) 电 角 苷 的 试 虫 血 淋巴 糖 原 磅 酸化 酶 活性 
[0.127 jumol/( min * mg pro)|] 是 对 照 组 [0. 007 
pumol/ ( min * mg pro) ] 的 17.89 倍 。 血 淋巴 中 糖 原 
变化 和 糖 原 磷 酸化 酶 变化 表现 为 此 消 彼 长 的 关系 。 
2.4 ”棉铃 虫 脂肪 体 海棠 糖 酶 活性 及 相关 代谢 物 
变化 

生物 碱 类 化 合 物 表现 为 对 海江 糖 酶 的 抑制 作 
用 。 其 中 饲 咀 20 g/L ARRE RE BAI TAL HR S HJ 
体 海藻 糖 酶 比 活力 [0.005 umol ( min * mg pro) ] 为 
对 照 组 | 0. 007 jumol/ ( min * mg pro) | HJ 71. 4346 ; 
饲 喂 20 g/L KADR KI o E HR RD V T6: i NE E 35 7J 
[2.283 x 10? umol/( min * mg pro) ] 为 对 照 组 的 
33.4496 。 但 海藻 糖 含量 仍 表 现 显 闭 低 于 对 照 。B- 
葡萄 糖苷 类 化 合 物 电 角 苷 对 于 脂肪 体 海 洛 糖 酶 表现 
为 显著 的 促进 作用 , 随时 角 苷 浓度 增加 , 海 滞 糖 酶 
WEER, 导致 海 汇 糖 合 量 下 降 ， 显著 低 于 对 照 
(图 4: A, B). 

生物 碱 对 脂肪 体 糖 原 磷酸 化 酶 影响 不 显著 , 但 
糖 原 含量 随 浓度 增加 表现 出 显著 降低 ; 植物 苷 类 化 
合 物 皂 角 苷 显 车 影响 脂肪 体 磷 酸化 酶 活性 和 糖 原 含 
量 , 且 随 时 角 霸 浓度 增加 ,磷酸 化 酶 活性 上 升 ， 同 
时 糖 原 含量 逐渐 降低 (图 4: C, D)o 
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图 3 人 饲 喂 不 同 浓度 植物 源 化 合 物 96 h 后 棉铃 虫 幼虫 血 淋 巴 碳水 化 合 物 代谢 关键 物质 变化 
Fig. 3 Carbohydrate metabolism in the hemolymph of Helicoverpa armigera larvae at 96 h post feeding different botanical compounds 
A: 海藻 糖 酶 活性 Trehalase activity; B: 海藻 糖 含 量 Trehalose level; C: 糖 原 磷 酸化 酶 活性 Glycogen phosphorylase activity; D: 糖 原 含量 Glycogen 


level; E: 葡萄 糖 含 量 Glucose level. 
* * 
3 讨论 


众所周知 ,由 于 毒性 物质 诱发 会 引起 昆虫 体内 
的 许多 生理 变化 和 机 体 的 功能 闪 乱 (Orr and 
Downer, 1982; Silva et al., 2006) 。 因 此 , 在 压力 条 
件 促使 下 , 棉铃 虫 会 改变 自身 的 新 陈 代谢 以 满足 机 
体 对 能 量 的 要 求 。 本 研究 揭示 了 植物 源 化 合 物 所 引 
发 的 昆虫 虫 体 , 体内 组 织 糖 类 及 相关 酶 活性 的 
变化 。 
3.1 植物 源 化 合 物 对 棉铃 虫 幼 虫 活体 抑制 影响 

采用 4 种 植物 源 化 合 物 饲 喂 处 理 棉铃 虫 , 对 死 
亡 率 和 体重 均 有 影响 。 其 中 ,以 邱 角 苷 致 棉铃 虫 3 
龄 幼虫 死亡 率 最 高 。 烟 碱 作为 一 种 杀 虫 剂 , 在 本 研 


究 中 对 棉铃 虫 未 表现 出 明显 的 致死 作用 , 可 能 与 本 
试验 采用 饲 喂 处 理 有 关 。 因 为 烟 碱 主要 作用 于 害虫 
神经 系统 ,而 通过 人 饲 喂 处 理 主要 作用 于 消化 系统 。 
但 其 在 40 g/L 浓度 时 仍然 明显 抑制 了 棉铃 虫 生长 
(图 1)。 对 于 体重 , ER Y SURIRIR Be PL, Rt 
3 种 化 合 物 均 对 棉铃 虫 生 长 表现 出 明显 的 抑制 
作用 。 
3.2 在 外 源 化 合 物 胁迫 下 ,棉铃 虫 中 肠 、 脂 肪 体 
和 血 淋 巴 组 织 间 能 量 转换 

4 种 植物 源 化 合 物 作 用 于 害虫 各 组 织 海 灌 糖 酶 
及 碳水 化 合 物 代谢 关键 酶 系 , 改变 组 织 间 的 能 量 
化 , 进而 影响 害虫 的 新 陈 代谢 。 和 其 他 的 昆虫 一 
TE, 棉铃 虫 中 肠 、 脂 肪 体 和 血 淋 巴 组 织 间 存在 能 量 
转化 。 特 别 是 脂肪 体 , 它 存在 于 肠 和 体 壁 之 间 , 处 
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图 4 人 饲 喂 不 同 浓度 植物 源 化 合 物 棉铃 虫 96 h 后 脂肪 体 碳水 化 合 物 代谢 关键 物质 变化 


Fig. 4 Carbohydrate metabolism in the fat body of Helicoverpa armigera at 96 h post feeding different botanical compounds 
A; 海藻 糖 酶 活性 Trehalase activity; B: 海藻 糖 含 量 Trehalose level; C : 糖 原 磷 酸化 酶 活性 Glycogen phosphorylase activity; D: 糖 原 含量 Glycogen 


level. 


处 都 与 血 淋 巴 相通 , 因此 可 以 促进 彼此 的 代谢 物 之 
间 相 互 交 换 ( Candy and Kilby, 1961; Nath，2003 ) 。 
Tatun 等 (2008 ) 研究 发 现 , 处 于 幼虫 淖 育 期 的 昆虫 ， 
中 肠 海 汇 糖 酶 的 变化 和 血 淋 巴 海藻 糖 的 变化 存在 一 
EX. WAANZA Bombyx mori, ii Locusta 
migratoria 和 丽 量 Calliphoridae 糖 代 谢 的 研究 发 现 ， 
脂肪 体 糖 原 以 海 党 糖 形式 释放 到 血 淋 巴 中 (Candy 
and Kilby, 1961; and Wyatt, 1965; 
Yamashita and Hasegawa, 1974) , 18g 3 WE E m 388 d. 
海棠 糖 酶 水 解 成 葡萄 糖 (Friedman ，1967 ) 。 而 在 外 
源 物 质 诱导 下 ,脂肪 体 糖 原 分 解 加 速 , 在 对 鱼 和 无 
疹 椎 动物 研究 中 都 将 糖 原 变 化 作为 其 在 毒性 压力 下 
的 警示 信号 (Verma et al., 1983; Chaudhry, 1984; 
McKee and Knowles, 1986 ) 。 在 外 源 化 合 物 胁迫 下 ， 
对 棉铃 虫 幼 虫 中 肠 、 脂 肪 体 和 血 淋 巴 各 组 织 代谢 关 
键 物 研究 表明 , 试 虫 中 肠 组 织 海 藻 糖 酶 变化 和 血 淋 
巴 组 织 海藻 糖 变 化 也 存在 相关 性 , 在 七 叶 灵 胁迫 
F, 试 虫 中 肠 海江 糖 酶 活性 下 降 , 而 血 淋 巴 海藻 糖 
积累 增加 ; 在 时 角 香 胁迫 下 ， 试 虫 中 肠 海 获 糖 酶 和 
血 淋 巴 海 洛 糖 都 表现 下 降 趋势 。 在 烟 碱 和 七 叶 灵 胁 
迫 下 , 试 虫 血 淋 巴 中 海藻 糖 大 量 增 加 ,葡萄糖 少量 
增加 , 可 能 就 是 由 于 海光 糖 的 转化 和 快速 运输 造成 
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的 , 试 虫 脂肪 体 糖 原 含 量 下 降 也 文 持 了 此 观点 。 
昆虫 体内 糖 原 磅 酸化 酶 和 海 党 糖 酶 在 糖 酵 解 过 
程 中 起 着 重要 的 作用 , 它们 是 碳水 化 合 物 分 解 时 不 
可 缺少 的 酶 , 可 控制 调节 进入 糖 酵 解 和 三 羧 酸 循环 
( tricarboxylic acid cycle, TCA) 的 底 物 流量 ， 从 而 为 
体内 能 量 供应 提供 保障 ( Becker et al., 1996; Nath, 
2003) ) 。 有 研究 认为 昆虫 血 淋 巴 海 汇 糖 在 昆虫 各 个 
生命 循环 阶段 中 通过 动态 调节 ,始终 维持 在 一 个 稳 
定 的 状态 (Saito，1963 ; Wyatt, 1967) ,这 个 动态 平 
衡 是 海藻 糖 酶 控制 海藻 糖 降解 引发 的 (Friedman， 
1961; Murphy and Wyatt，1965 ) 。 测 定海 党 糖 酶 等 
相关 碳水 化 合 物 基 键 代 谢 酶 ,发现 植物 源 B- 和 葡萄糖 
和 音 类 化 合 物 时 角 苷 和 七 时 灵 对 棉铃 虫 幼 虫 中 肠 海 党 
糖 酶 具有 明显 抑制 作用 。 而 植物 碱 类 化 合 物 烟 碱 和 
URP ZI E o OE LIPS, 脂肪 体 中 海藻 糖 酶 抑制 显 
车 。 也 说 明 植 物 源 化 合 物 能 够 破坏 昆虫 体内 的 动态 
平衡 。 昆 虫 能 量 代 谢 强 弱 的 变化 与 相关 代谢 途径 酶 
的 活性 关系 密切 , 这 一 点 很 早 就 被 昆 虫 生 理学 家 所 
认同 (Nath, 2003)。 本 人 研究 结果 表明 上 述 植 物 源 化 
合 物 对 棉铃 虫 的 短期 处 理会 影响 幼虫 体内 一 些 中 间 
代谢 过 程 , 但 是 与 2 种 生物 碱 类 化 合 物 相 比 ,， 昔 类 
海 荣 糖 酶 抑制 剂 对 幼虫 的 影 啊 帘 然 不 同 , "CBE ELS 
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作用 于 中 肠 海 洛 糖 酶 ， 靶 标明 确 , 进而 阻 断 了 昆虫 
的 一 个 能 量 来 源 。 
3.3 植物 源 海 省 糖 酶 抑制 剂 的 研究 前 景 
AWRA EHE TE S HOT AUI Bt PE.CPRTIORTUR 
TRIMEN P, KÆ B. mori (Nath, 2003) , 美洲 大 
Wi Periplaneta americana ( Orr and Downer, 1982) ) 和 
KB L. migratoria ( Alaoui et al., 1994) 脂肪 体 中 糖 
原 含量 会 下 降 。Nath (2003) F X Hf Zi M8 fo EAN 
LMX ACA RE EARRA, 2 种 杀 虫 剂 抑 
制 了 家 看 脂肪 体 糖 原 , 海棠 糖 和 葡萄糖 以 及 血 淋 巴 
糖 原 和 海 党 糖 的 积累 , 但 是 血 淋 巴 葡萄 糖 和 海藻 糖 
酶 含量 , 脂肪 体 中 海藻 糖 酶 和 糖 原 磷酸 化 酶 活性 却 
出 现 了 不 同 程度 的 增加 。 可 以 看 出 这 种 此 消 彼 长 的 
情况 并 不 能 完全 阻 断 昆虫 生长 的 代谢 过 程 。 因 此 普 
通化 学 杀 虫 剂 只 有 不 断 提高 毒性 才能 有 效 控制 有 害 
EE, 但 是 另 一 方面 它 对 于 人 类 或 其 他 哺乳 劲 物 的 
潜在 威胁 也 不 断 增 加 。 海 汇 糖 酶 作为 昆虫 体内 最 为 
重要 的 酶 系 之 一 , 长 期 以 来 我 们 对 其 知之 其 少 。 近 
几 年 来 对 海藻 糖 酶 及 海藻 糖 酶 抑制 剂 的 关注 越 来 越 
多 , 就 日 前 对 于 海江 糖 酶 抑制 剂 的 研究 来 看 , 毒性 
B- 葡 萄 糖苷 化 合 物 (B-glucosides ) 对 昆虫 海藻 糖 酶 
抑制 效果 较 好 (Silva et al., 2006) 。 但 并 不 是 所 有 
的 车 类 化 合 物 对 海江 糖 酶 都 有 很 好 的 抑制 作用 ,并 
且 关 于 苷 类 化 合 物 作 用 于 昆虫 海藻 糖 酶 从 而 对 体内 
其 他 能 量 代谢 影响 研究 的 甚 少 。 由 于 海 党 糖 酶 晶体 
结构 仍然 未 知 ,给 海藻 糖 酶 抑制 剂 的 研究 市 来 困 
难 。 本 实验 就 海 营 糖 酶 抑制 剂 对 昆虫 碳水 化 合 物 及 
其 代谢 酶 的 影响 做 了 人 研究, 这 为 开发 以 海藻 糖 酶 为 
英 标 的 杀 虫 剂 提供 了 基础 。 以 这 些 抑制 剂 为 先导 化 
合 物 , 通过 千 导 优化 、 分 子 模仿 等 方法 合成 出 一 些 
具有 相同 或 相似 功效 的 新 型 杀 虫 剂 将 是 开发 海 灌 糖 
酶 抑制 剂 类 农药 的 主要 方向 。 
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